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k57 Resumen:
Procedimiento para la acilacion enzimatica en posi-
cion 6- del extremo no reductor de maltosa, oligosa-
caridos derivados de maltosa y sus alquilglicosidos.
Procedimiento para la acilacion y directa del hidro-
xilo primario en el extremo no reductor de la mal-
tosa, oligosacaridos derivados de maltosa y sus al-
quilglicosidos. En esencia consiste en hacer reaccio-
nar dichos sustratos con el ester vinlico de un acido
graso en una mezcla de disolventes organicos, en pre-
sencia de una lipasa. Se trata de un proceso no-
tablemente mas sencillo de obtencion y puricacion
para la acilacion selectiva de un hidroxilo primario
de la maltosa, oligosacaridos derivados de la misma
y sus alquilglicosidos, concretamente en el extremo
no reductor. Aplicaciones en terapeutica, farmacia,
cosmetica, alimentacion, detergentes y agricultura.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
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DESCRIPCION
Procedimiento para la acilacion enzimatica en
posicion 6- del extremo no reductor de maltosa,
oligosacaridos derivados de maltosa y sus alquil-
glicosidos.
Sector de la tecnica
Farmaceutico, Cosmetica, Alimentacion, In-
dustria de los Detergentes, Agricultura. Ten-
sioactivos no ionicos.
Estado de la tecnica
Los esteres de carbohidratos y acidos gra-
sos pertenecen a una clase de surfactantes no
ionicos con interesantes aplicaciones debido a
su biodegradabilidad. Dentro de los esteres de
carbohidratos, los derivados de maltosa presen-
tan importantes aplicaciones en cosmetica (cre-
mas, lociones, pomadas, geles para piel y ca-
bello, preparaciones solidas como bastoncillos,
algodones de limpieza, tampones impregnados,
mascarillas hidratantes, etc.), alimentacion (adi-
tivos alimenticios como agentes antimicrobianos),
farmacia (agentes de encapsulacion para ingre-
dientes activos bajo la forma de vesculas) y te-
rapeutica (agentes antitumorales, inmunoestimu-
lantes y con efectos antiangiogenicos, etc.).
En particular la bibliografa recoge una serie
de trabajos en los que se estudia la aplicacion de
estos esteres como agentes antitumorales. Aun-
que existen ejemplos en los que los poliesteres de
maltosa potencian esta actividad [O. Benrezzak
and V. N. Nigam, Cancer Biochem. Biophys.
13, 13-22 (1992)], se han descrito tambien casos
en los que los monoesteres de maltosa poseen ma-
yor actividad antitumoral que los esteres con ma-
yor grado de acilacion [Y. Nishikawa, K. Yos-
himoto, M. Nishijima and T. Ikekewa, Chem.
Pharm. Bull. 29, 1883-1888 (1981)]. En ellos se
describe que la administracion de ciertos mono-
y diesteres de maltosa retarda el crecimiento de
tumores e induce la necrosis de las celulas tu-
morales. Los monoesteres son detergentes sua-
ves y pueden romper las celulas tumorales a al-
tas concentraciones. Es de destacar tambien el
empleo de monoesteres de maltosa en composi-
ciones cosmeticas [FR Pat. No. 9203812] frente
a los derivados polisustituidos. Estos compuestos
presentan la ventaja de poseer menor poder he-
moltico y ser menos ecotoxicos que los derivados
de glucosa.
Las propiedades peculiares de las enzimas, en
especial su alta selectividad y suaves condiciones
de reaccion, las hacen particularmente interesan-
tes en modicaciones de carbohidratos. Las di-
cultades que encuentran este tipo de catalizado-
res estan relacionadas con la perdida de activi-
dad cataltica en disolventes en los cuales los di-
sacaridos son solubles (dimetilsulfoxido (DMSO),
N,N-dimetilformamida (DMF), piridina, dimeti-
lacetamida (DMA), etc.).
Hasta la fecha pocos han sido los procedimien-
tos qumicos o enzimaticos que han conducido a
la obtencion de esteres de maltosa. La mayora de
estos procesos dan lugar a mezclas complejas de
productos, desde mono- a octaesteres difcilmente
puricables [WO Pat. No. 9101322; WO Pat.
No. 9618632; Y. Nishikawa, K. Yoshimoto,














Bull. 29, 1883-1888 (1981)], y se basan en el em-
pleo de cloruros de acido a altas temperaturas y
tiempos de reaccion entre 14-19 horas. Una alter-
nativa para obtener productos con menor grado
de estericacion es la hidrolisis de derivados octa-
estericados [G. Ong, K. Chang, S. Wu and K.
Wang, Carbohydr. Res. 265, 311-318 (1994)] me-
diante enzimas, pero la reaccion conduce tambien
a derivados polisustituidos.
Los unicos metodos descritos en la litera-
tura para la obtencion de monoesteres de mal-
tosa son: i) metodo qumico en dos pasos [FR
Pat. No. 9203812], basado en la formacion de
un anhdrido mixto de un acido graso a tem-
peraturas del orden de -20C en presencia de
una base como trietilamina, tributilamina, piri-
dina, 4-dimetilaminopiridina o N-metilmorfolina,
y posterior reaccion con maltosa -previamente de-
secada con piridina-, en medio organico (DMF,
tetrahidrofurano, N-metil -pirrolidina); en este
caso se obtiene mayoritariamente una mezcla de
productos monoacilados (70 % 6’-O y 30 % 1-0
monoesteres); ii) metodo enzimatico en una sola
etapa [S. Riva, J. Chopineau, A. Kieboom and
A. Klibanov, J. Am. Chem. Soc. 110, 584-589
(1988)], consistente en la reaccion de transesteri-
cacion del butirato de tricloroetilo con maltosa
en DMF a 45C, empleando una proteasa (subti-
lisina) como catalizador; la reaccion conduce a la
formacion del 6’-O monoester con un tiempo de
reaccion de 7 das y un rendimiento del 45 %; iii)
metodo quimio-enzimatico [D. Sarney, H. Ka-
peller, G. Fregapane and E. Vulfson, J. Am.
Oil Chem. Soc. 71, 711-714 (1994)] en tres eta-
pas: proteccion de los grupos hidroxilo previa ace-
talizacion de la maltosa, posterior reaccion con
acido mirstico, conteniendo un 50 % (v/w) de to-
lueno y empleando lipasa de Mucor miehei (Li-
pozyme) y posterior desproteccion; en este caso
la reaccion conduce al 6’-O-monoester.
Por lo que se reere a la acilacion de oli-
gosacaridos derivados de maltosa y sus alquil-
glicosidos, se recogen en la literatura aun me-
nos procedimientos debido a la complejidad que
presenta el sistema. Concretamente solo se han
descrito 3 metodos, todos ellos enzimaticos, si
bien todos ellos van encaminados a la obtencion
de esteres de acidos grasos de cadena muy corta
(butiril- y acetil-derivados). Estos procedimien-
tos se basan en: i) acilacion de maltotriosa utili-
zando como agente acilante el butirato de triclo-
roetilo, empleando como catalizador una proteasa
(subtilisina) en DMF a 45C donde la reaccion
conduce al 6"-O-acilderivado [S. Riva, J. Cho-
pineau, A. Kieboom and A. Klibanov, J. Am.
Chem. Soc. 110, 584-589 (1988)] o bien, una -
amilasa en DMF a 37C [V. Ferro, M. Meldal
and K. Bock, J. Chem. Soc. Perkin Trans I,
2169-2176 (1994)], lo que da lugar a una mez-
cla compleja de productos mono- y diacilados;
para ambos sistemas se requieren tiempos de
reaccion largos, que oscilan entre los 4-7 das;
ii) acilacion de dodecil- -D-maltosido y dodecil-
-D-maltosido con acetato de vinilo [L. Lay, L.
Panza, S. Riva, M. Khitri and S. Tirendi, Car-
bohydrate Research, 291, 197-204 (1996)] en alco-
hol tert-amlico, utilizando lipasas de Candida an-
tarctica, Pseudomonas cepacia y subtilisina como
2
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catalizadores; en este caso se obtiene el derivado
6’-O-acetilado.
Debido a la alta aplicabilidad de estos produc-
tos, fundamentalmente como agentes antitumo-
rales y dado que las propiedades de los distintos
productos de acilacion pueden variar considera-
blemente entre s, el dise~no de nuevas estrategias
para obtener derivados monoacilados puros per-
mitira el desarrollo de nuevas aplicaciones farma-
cologicas.
Breve descripcion de la invencion
La presente invencion recoge un procedi-
miento para la acilacion regioselectiva de uno
de los hidroxilos primarios de la maltosa, oligo-
sacaridos derivados maltosa y sus alquilglicosidos
por va enzimatica, utilizando condiciones suaves.
En esencia, consiste en hacer reaccionar dichos
derivados con el ester vinlico de un acido graso
(caprlico, laurico, mirstico, palmtico, estearico,
etc.) en una mezcla de disolventes organicos y en
presencia de una lipasa. El monoderivado obte-
nido, con un alto rendimiento, es el ester en po-
sicion 6- en el extremo no reductor. El Esquema I
muestra la estructura del 6’-O-monoester de mal-
tosa y/o maltosido. El aislamiento del producto
de reaccion se lleva a cabo mediante precipitacion
con n-heptano y posterior cristalizacion.
Esquema I. Estructura de un 6’-O-acilderivado
de maltosa y/o maltosido (R1=cadena alqulica;
R2=H, cadena alqulica).
Descripcion detallada de la invencion
Se prepara una disolucion de maltosa u oli-
gosacarido derivado de maltosa en un disol-
vente hidrolo con gran densidad de puentes
de hidrogeno (DMF, DMA o, preferiblemente,
DMSO), con un contenido en agua inferior al
0.2 % w/v. Se a~nade, lentamente sobre ella
una cantidad de 2-metil-2-butanol (alcohol tert-
amlico) en una proporcion no inferior al 80 %. A
continuacion se a~nade la lipasa (de Candida an-
tarctica Penicillium chrysogenum, Pseudomonas
sp. o, preferiblemente, Humicola lanuginosa) in-
movilizada en tierra de infusorios -Celita- (con
una cantidad de agua inferior al 3 % w/w) en
una cantidad entre 50-150 mg por ml de so-
lucion y la misma cantidad de tamiz molecular
(3 A) para asegurar condiciones anhidras. En el
caso de la acilacion de alquilmaltosidos y oligo-
sacaridos derivados de los mismos, la velocidad
de reaccion se incrementa considerablemente en
2-metil-2-butanol al 100 %.
La mezcla se calienta a una temperatura de
40C durante 30-60 minutos. Se a~nade como














correspondiente, en una relacion molar respecto
del carbohidrato de 2.5:1 a 5:1. El sistema se
mantiene a dicha temperatura con agitacion de
2 a 48 horas. La reaccion se sigue por cromato-
grafa en capa na (eluyente cloroformo:metanol
4:1) y/o por cromatografa lquida de alta reso-
lucion (HPLC) en fase reversa (fase movil meta-
nol:agua).
Se ltra la mezcla con el n de recuperar
el catalizador. El ltrado as obtenido se pu-
rica mediante dos procedimientos dependiendo
del sustrato: i) para la maltosa y oligosacaridos
derivados de la misma, se diluye con la canti-
dad necesaria de alcohol tert-amlico para conse-
guir una concentracion de DMSO, DMF o DMA
del 5 %, precipitando el monoester obtenido por
adicion de n-heptano en una proporcion de 1:2.5
a 1:10 aproximadamente. Tras ltrar se obtiene
un solido blanco que se cristaliza en acetona o
acetato de etilo y que una vez secado a vaco es
el monoester en posicion 6- en el extremo no re-
ductor (con una pureza superior al 98 % deter-
minada por HPLC). Tras separar el monoester
formado, la fase organica se evapora a presion
reducida quedando un resto de DMSO, DMF o
DMA, de donde se separa el ester de vinilo resi-
dual mediante extraccion con un disolvente apolar
(eter de petroleo, heptano o hexano), pudiendo
ser reutilizado en la reaccion; ii) para los alquil-
maltosidos y oligosacaridos derivados de los mis-
mos se procede a la evaporacion a presion redu-
cida del 2-metil-2-butanol y se cristaliza en n-
heptano o metanol, obteniendo un producto que
una vez secado a vaco es el monoester en posicion
6- en el extremo no reductor (con una pureza su-
perior al 99 % determinada por HPLC).
Los esquemas II y III muestran de forma re-




Se pesan 1.08 g (3 mmol) de maltosa y se di-
suelven en 5 ml de DMSO anhidro (contenido
en agua inferior al 0.2 % w/v). Se a~naden len-
tamente 20 ml de 2-metil-2-butanol. El sistema
se mantiene en agitacion el tiempo necesario para
solubilizar la maltosa que precipito al a~nadir el
alcohol tert-amlico. Una vez homogenea la mez-
cla de reaccion se a~naden 2.3 g de lipasa de Hu-
micola lanuginosa inmovilizado sobre Celita (con
un contenido en agua inferior al 3 % w/w) y 2.3
g de tamiz molecular. La solucion se calienta a
40C durante media hora y se a~naden 1.95 ml (7.5
mmol) de laurato de vinilo. La mezcla se calienta
bajo agitacion durante aproximadamente 24 ho-
ras, tras lo cual se enfra. La reaccion se sigue
por cromatografa en capa na, utilizando cloro-
formo:metanol 4:1 como eluyente. En estas condi-
ciones se obtiene una conversion del 75 % referida
a monoester (determinada por HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 75 ml de al-
cohol tert-amlico. La fase organica se somete a
precipitacion con 250 ml de n-heptano, tras la
cual se obtiene un solido blanco que se seca a
vaco. Posteriormente se cristaliza en acetato de
etilo y se analiza por cromatografa lquida de alta
resolucion (HPLC) en fase reversa, con una co-
lumna (250  4.6 mm) rellena de Nucleosil 100
3
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C-18 (5 m) y MeOH:H2O 85:15 (1.5 ml/min)
como fase movil, siendo la deteccion por ndice
de refraccion. El producto cristalizado tiene una
pureza superior al 98 % en 6’-O-lauroilmaltosa,
lo que supone un rendimiento en peso de dicho
monoester del 70 %. La determinacion de la es-
tructura qumica del ester obtenido se llevo a
cabo, tras su aislamiento, mediante 1H-RMN.
Ejemplo 2
Se pesan 1.08 g (3 mmol) de maltosa y se di-
suelven en 5 ml de DMSO anhidro (contenido
en agua inferior al 0.2 % w/v). Se a~naden len-
tamente 20 ml de 2-metil-2-butanol. El sistema
se mantiene en agitacion el tiempo necesario para
solubilizar la maltosa que precipito al a~nadir el
alcohol tert-amlico. Una vez homogenea la mez-
cla de reaccion se a~naden 2.5 g de lipasa de Hu-
micola lanuginosa inmovilizada sobre Celita (con
un contenido en agua inferior al 3 % w/w) y 2.3
g de tamiz molecular. La solucion se calienta a
40C durante media hora y se a~naden 2.38 ml (7.5
mmol) de palmitato de vinilo. La mezcla se ca-
lienta bajo agitacion durante aproximadamente
24 horas, tras lo cual se enfra. La reaccion se
sigue por cromatografa en capa na, utilizando
cloroformo:metanol 4:1 como eluyente. En estas
condiciones se obtiene una conversion del 82 % re-
ferida a monoester (determinada por HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 75 ml de alco-
hol tert-amlico. La fase organica se somete a pre-
cipitacion con 250 ml de n-heptano, tras la cual
se obtiene un solido blanco que se seca a vaco.
Posteriormente se cristaliza en acetona y se ana-
liza por cromatografa lquida de alta resolucion
(HPLC) en fase reversa, con una columna (250 
4.6 mm) rellena de Nucleosil 100 C-18 (5 m) y
MeOH:H2O 95:5 (1.1 ml/min) como fase movil,
siendo la deteccion por ndice de refraccion. El
producto cristalizado tiene una pureza superior
al 98 % en 6’-O-palmitoilmaltosa, lo que supone
un rendimiento en peso de dicho monoester del
70 %. La determinacion de la estructura qumica
del ester obtenido se llevo a cabo, tras su aisla-
miento, mediante 1H-RMN.
Ejemplo 3
Se pesan 216.2 mg (0.6 mmol) de maltosa y
se disuelven en 2 ml de DMSO anhidro (conte-
nido en agua inferior al 0.2 % w/v). Se a~naden
lentamente 8 ml de 2-metil-2-butanol. El sistema
se mantiene en agitacion el tiempo necesario para
solubilizar la maltosa que precipito al a~nadir el al-
cohol tert-amlico. Una vez homogenea se a~naden
1.0 g de lipasa de Humicola lanuginosa inmovili-
zada sobre Celita (con un contenido en agua in-
ferior al 3 % w/w) y 1.0 g de tamiz molecular. La
solucion se calienta a 40C durante media hora y
se a~naden 0.780 ml (3 mmol) de laurato de vinilo.
La mezcla se calienta bajo agitacion durante apro-
ximadamente 12 horas, tras lo cual se enfra. La
reaccion se sigue por cromatografa en capa na,
utilizando cloroformo:metanol 4:1 como eluyente.
En estas condiciones se obtiene una conversion
del 85 % referida a monoester (determinada por
HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 30 ml de al-
cohol tert-amlico. La fase organica se somete a














cual se obtiene un solido blanco que se seca a
vaco. Posteriormente se cristaliza en acetato de
etilo y se analiza en las condiciones del Ejemplo
1. El producto cristalizado tiene una pureza supe-
rior al 98 % en 6’-O-lauroilmaltosa, lo que supone
un rendimiento en peso de dicho monoester del
70 %. La determinacion de la estructura qumica
del ester obtenido se llevo a cabo, tras su aisla-
miento, mediante 1H-RMN.
Ejemplo 4
Se pesan 216.2 mg (0.6 mmol) de maltosa y se
disuelven en 0.5 ml de DMSO anhidro (contenido
en agua inferior al 0.2 % w/v). Se a~naden len-
tamente 9.5 ml de 2-metil-2-butanol. El sistema
se mantiene en agitacion el tiempo necesario para
solubilizar la maltosa que precipito al a~nadir el
alcohol tert-amlico. Una vez homogenea la mez-
cla de reaccion se a~naden 0.5 g de lipasa de Hu-
micola lanuginosa inmovilizada sobre Celita (con
un contenido en agua inferior al 3 % w/w) y 0.5
g de tamiz molecular. La solucion se calienta a
40C durante media hora y se a~naden 0.780 ml (3
mmol) de laurato de vinilo. La mezcla se calienta
bajo agitacion durante aproximadamente 10 ho-
ras, tras lo cual se enfra. La reaccion se sigue por
cromatografa en capa na, utilizando cloroformo
:metanol 4:1 como eluyente. En estas condicio-
nes se obtiene una conversion del 95 % respecto
a maltosa (determinada por HPLC) La mezcla
se ltra. La fase organica se somete a precipi-
tacion con 100 ml de n-heptano, tras la cual se
obtiene un solido blanco que se seca a vaco. Pos-
teriormente se cristaliza en acetato de etilo y se
analiza en las condiciones del Ejemplo 1. La com-
posicion en peso del solido obtenido es: 78 % de
6’-O-lauroilmaltosa y 22 % de productos de ma-
yor acilacion, lo que supone un rendimiento en
peso de 6’-O-lauroilmaltosa del 65 %. La deter-
minacion de la estructura qumica de los esteres
obtenidos se llevo a cabo, tras su aislamiento, me-
diante 1H-RMN.
Ejemplo 5
Se pesan 864 mg (2.4 mmol) de maltosa y se
disuelven en 4 ml de DMSO anhidro (contenido
en agua inferior al 0.2 % w/v). y se a~naden len-
tamente 16 ml de 2-metil-2-butanol. El sistema
se mantiene en agitacion el tiempo necesario para
solubilizar la maltosa que precipito al a~nadir el al-
cohol tert-amlico. Una vez homogenea la mezcla
de reaccion se a~naden 2.3 g de lipasa de Candida
antarctica (con un contenido en agua inferior al
3 % w/w) y 2.3 g de tamiz molecular. La so-
lucion se calienta a 40C durante media hora y se
a~naden 1.56 ml (6 mmol) de laurato de vinilo. La
mezcla se calienta bajo agitacion durante aproxi-
madamente 24 horas, tras lo cual se enfra. La
reaccion se sigue por cromatografa en capa na,
utilizando cloroformo:metanol 4:1 como eluyente.
En estas condiciones se obtiene una conversion
del 40 % referida a monoester (determinada por
HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 60 ml de al-
cohol tert-amlico. La fase organica se somete a
precipitacion con 250 ml de n-heptano, tras la
cual se obtiene un solido blanco que se seca a
vaco. Posteriormente se cristaliza en acetato de
etilo y se analiza en las condiciones del Ejemplo
4
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1. El producto cristalizado tiene una pureza supe-
rior al 98 % en 6’-O-lauroilmaltosa, lo que supone
un rendimiento en peso de dicho monoester del
38 %. La determinacion de la estructura qumica
del ester obtenido se llevo a cabo, tras su aisla-
miento, mediante 1H-RMN.
Ejemplo 6
Se pesan 216.2 mg (0.6 mmol) de maltosa y
se disuelven en 10 ml de 2-metil-2-butanol (con-
tenido en agua inferior al 0.2 % w/v). Una vez
homogenea la mezcla de reaccion se a~naden 1.0
g de lipasa de Humicola lanuginosa inmovilizada
sobre Celita (con un contenido en agua inferior
al 3 % w/w) y 1.0 g de tamiz molecular. La so-
lucion se calienta a 40C durante media hora y se
a~naden 0.780 ml (3 mmol) de laurato de vinilo.
La mezcla se calienta bajo agitacion durante apro-
ximadamente 24 horas, tras lo cual se enfra. La
reaccion se sigue por cromatografa en capa na,
utilizando cloroformo:metanol 4:1 como eluyente.
En estas condiciones se obtiene una conversion
del 55 % referida a monoester (determinada por
HPLC).
La mezcla se ltra y se le a~naden 0.5 ml de
DMSO. La fase organica se somete a precipitacion
con 100 ml de n-heptano, tras la cual se obtiene
un solido blanco que se seca a vaco. Posterior-
mente se cristaliza en acetato de etilo y se ana-
liza en las condiciones del Ejemplo 1. La com-
posicion en peso del solido obtenido es: 85 % de
6’-O-lauroilmaltosa y 15 % de productos de ma-
yor acilacion, lo que supone un rendimiento en
peso de 6’-O-lauroilmaltosa del 25 %. La deter-
minacion de la estructura qumica de los esteres
obtenidos se llevo a cabo, tras su aislamiento, me-
diante 1H-RMN.
Ejemplo 7
Se pesan 864 mg (2.4 mmol) de maltosa y se
disuelven en 4 ml de DMSO anhidro (contenido
en agua inferior al 0.2 % w/v), y se a~naden len-
tamente 16 ml de 2-metil-2-butanol. El sistema
se mantiene en agitacion el tiempo necesario para
solubilizar la maltosa que precipito al a~nadir el al-
cohol tert-amlico. Una vez homogenea la mezcla
de reaccion se a~naden 2.3 g de lipasa de Candida
antarctica (con un contenido en agua inferior al
3 % w/w) y 2.3 g de tamiz molecular. La so-
lucion se calienta a 40C durante media hora y se
a~naden 1.56 ml (6 mmol) de laurato de vinilo. La
mezcla se calienta bajo agitacion durante aproxi-
madamente 24 horas, tras lo cual se enfra. La
reaccion se sigue por cromatografa en capa na,
utilizando cloroformo:metanol 4:1 como eluyente.
En estas condiciones se obtiene una conversion
del 40 % referida a monoester (determinada por
HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 60 ml de al-
cohol tert-amlico. La fase organica se somete a
precipitacion con 250 ml de n-heptano, tras la
cual se obtiene un solido blanco que se seca a
vaco. Posteriormente se cristaliza en acetato de
etilo y se analiza en las condiciones del Ejemplo
1. El producto cristalizado tiene una pureza supe-
rior al 98 % en 6’-O-lauroilmaltosa, lo que supone
un rendimiento en peso de dicho monoester del
38 %. La determinacion de la estructura qumica
















Se pesan 216.2 mg (0.6 mmol) de maltosa y se
disuelven en 1 ml de DMSO anhidro (con un con-
tenido en agua inferior al 0.2 % w/v). Se a~naden
lentamente 4 ml de 2-metil-2-butanol. El sistema
se mantiene en agitacion el tiempo necesario para
solubilizar la maltosa que precipito al a~nadir el al-
cohol tert-amlico. Una vez homogenea se a~naden
0.5 g de lipasa de Humicola lanuginosa inmovili-
zada sobre Celita (con un contenido en agua in-
ferior al 3 % w/w) y 0.5 g de tamiz molecular. La
solucion se calienta a 40C durante media hora
y se a~naden 0.47 g (1.5 mmol) de estearato de
vinilo. La mezcla se calienta bajo agitacion du-
rante aproximadamente 24 horas, tras lo cual se
enfra. La reaccion se sigue por cromatografa
en capa na, utilizando cloroformo:metanol 4:1
como eluyente. En estas condiciones se obtiene
una conversion del 65 % referida a monoester (de-
terminada por HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 15 ml de al-
cohol tert-amlico. La fase organica se somete a
precipitacion con 100 ml de n-heptano, tras la
cual se obtiene un solido blanco que se seca a
vaco. Posteriormente se cristaliza en acetona y
se analiza en las condiciones del Ejemplo 2. El
producto cristalizado tiene una pureza superior
al 98 % en 6’-O-estearoilmaltosa, lo que supone
un rendimiento en peso de dicho monoester del
50 %. La determinacion de la estructura qumica
del ester obtenido se llevo a cabo, tras su aisla-
miento, mediante 1H-RMN.
Ejemplo 9
Se pesan 216.2 mg (0.6 mmol) de maltosa y se
disuelven en 1 ml de DMSO anhidro (con un con-
tenido en agua inferior al 0.2 % w/v). Se a~naden
lentamente 4 ml de 2-metil-2-butanol. El sistema
se mantiene en agitacion el tiempo necesario para
solubilizar la maltosa que precipito al a~nadir el al-
cohol tert-amlico. Una vez homogenea se a~naden
0.5 g de lipasa de Humicola lanuginosa inmovili-
zada sobre Celita (con un contenido en agua in-
ferior al 3 % w/w) y 0.5 g de tamiz molecular. La
solucion se calienta a 40C durante media hora
y se a~naden 0.44 g (1.5 mmol) de miristoato de
vinilo. La mezcla se calienta bajo agitacion du-
rante aproximadamente 24 horas, tras la cual se
enfra. La reaccion se sigue por cromatografa
en capa na, utilizando cloroformo:metanol 4:1
como eluyente. En estas condiciones se obtiene
una conversion del 77 % referida a monoester (de-
terminada por HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 15 ml de al-
cohol tert-amlico. La fase organica se somete a
precipitacion con 100 ml de n-heptano, tras la
cual se obtiene un solido blanco que se seca a
vaco. Posteriormente se cristaliza en acetona y
se analiza en las condiciones del Ejemplo 1. El
producto cristalizado tiene una pureza superior
al 98 % en 6’-O-miristoilmaltosa, lo que supone
un rendimiento en peso de dicho monoester del
60 %. La determinacion de la estructura qumica
del ester obtenido se llevo a cabo, tras su aisla-
miento, mediante 1H-RMN.
Ejemplo 10
Se pesan 153 mg (0.3 mmol) de n-dodecil--
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D-maltosido y se disuelven en 10 ml de 2-metil-
2-butanol (con un contenido en agua inferior al
0.2% w/v). Una vez homogenea la mezcla de
reaccion se a~naden 1.0 g de lipasa de Humicola la-
nuginosa inmovilizada sobre Celita (con un conte-
nido en agua inferior al 3 % w/w) y 1.0 g de tamiz
molecular. La solucion se calienta a 40C durante
media hora y se a~naden 0.780 ml (3 mmol) de
laurato de vinilo. La mezcla se calienta bajo agi-
tacion durante aproximadamente 2 horas, tras lo
cual se enfra. La reaccion se sigue por cromato-
grafa en capa na, utilizando cloroformo:metanol
4:1 como eluyente. En estas condiciones se ob-
tiene una conversion del 95 % referida a n-dodecil-
-D-maltosido (determinada por HPLC).
La mezcla se ltra y se evapora a vaco hasta
obtener un residuo que posteriormente se cris-
taliza en n-heptano o metanol, tras lo cual se
obtiene un solido blanco que se seca a vaco y
se analiza en las condiciones del Ejemplo 1. El
producto cristalizado tiene una pureza superior
al 98 % en 6’-O-lauroil-n-dodecil--D-maltosido
la que supone un rendimiento en peso de dicho
monoester del 83 %. La determinacion de la es-
tructura qumica de los esteres obtenidos se llevo
a cabo, tras su aislamiento, mediante 1H-RMN.
Ejemplo 11
Se pesan 153 mg (0.3 mmol) de n-dodecil--
D-maltosido y se disuelven en 10 ml de 2-metil-
2-butanol (con un contenido en agua inferior al
0.2% w/v). Una vez homogenea la mezcla de
reaccion se a~naden 1.0 g de lipasa de Humicola la-
nuginosa inmovilizada sobre Celita (con un conte-
nido en agua inferior al 3 % w/w) y 1.0 g de tamiz
molecular. La solucion se calienta a 40C durante
media hora y se a~naden 0.780 ml (3 mmol) de
laurato de vinilo. La mezcla se calienta bajo agi-
tacion durante aproximadamente 3 horas, tras lo
cual se enfra. La reaccion se sigue por cromato-
grafa en capa na, utilizando cloroformo:metanol
4:1 como eluyente. En estas condiciones se ob-
tiene una conversion del 95 % referida a n-dodecil-
-D-maltosido (determinada por HPLC).
La mezcla se ltra y se evapora a vaco hasta
obtener un residuo que posteriormente se cris-
taliza en n-heptano o metanol, tras lo cual se
obtiene un solido blanco que se seca a vaco y
se analiza en las condiciones del Ejemplo 1. El
producto cristalizado tiene una pureza superior
al 99 % en 6’-O-lauroil-n-dodecil--D-maltosido,
lo que supone un rendimiento en peso de dicho
monoester del 76 %. La determinacion de la es-
tructura qumica de los esteres obtenidos se llevo
a cabo, tras su aislamiento, mediante 1H-RMN.
Ejemplo 12
Se pesan 100 mg (0.2 mmol) de n-dodecil--
D-maltosido y se disuelven en 6.5 ml de 2-metil-
2-butanol (con un contenido en agua inferior al
0.2% w/v). Una vez homogenea la mezcla de
reaccion se a~naden 0.65 g de lipasa de Humicola
lanuginosa inmovilizada sobre Celita (con un con-
tenido en agua inferior al 3 % w/w) y 0.65 g de
tamiz molecular. La solucion se calienta a 40C
durante media hora y se a~naden 0.58 ml (2 mmol)
de miristoato de vinilo. La mezcla se calienta
bajo agitacion durante aproximadamente 7 ho-














por cromatografa en capa na, utilizando cloro-
formo:metanol 4:1 como eluyente. En estas con-
diciones se obtiene una conversion del 95 % refe-
rida a n-dodecil--D-maltosido (determinada por
HPLC).
La mezcla se ltra y se evapora a vaco hasta
obtener un residuo que posteriormente se crista-
liza en n-heptano o metanol, tras lo cual se ob-
tiene un solido blanco que se seca a vaco y se ana-
liza en las condiciones del Ejemplo 1. El producto
cristalizado tiene una pureza superior al 99 % en
6’-O-miristoil-n-dodecil--D-maltosido, lo que su-
pone un rendimiento en peso de dicho monoester
del 75 %. La determinacion de la estructura
qumica de los esteres obtenidos se llevo a cabo,
tras su aislamiento, mediante 1H-RMN.
Ejemplo 13
Se pesan 100 mg (0.2 mmol) de n-dodecil--
D-maltosido y se disuelven en 6.5 ml de 2-metil-
2-butanol (con un contenido en agua inferior al
0.2% w/v). Una vez homogenea la mezcla de
reaccion se a~naden 0.65 g de lipasa de Humicola
lanuginosa inmovilizada sobre Celita (con un con-
tenido en agua inferior al 3 % w/w) y 0.65 g de
tamiz molecular. La solucion se calienta a 40C
durante media hora y se a~naden 0.63 ml (2 mmol)
de palmitato de vinilo. La mezcla se calienta bajo
agitacion durante aproximadamente 7 horas, tras
lo cual se enfra. La reaccion se sigue por croma-
tografa en capa na, utilizando cloroformo :me-
tanol 4:1 como eluyente. En estas condiciones
se obtiene una conversion del 92 % referida a n-
dodecil--D-maltosido (determinada por HPLC).
La mezcla se ltra y se evapora a vaco hasta
obtener un residuo que posteriormente se crista-
liza en n-heptano o metanol, tras lo cual se ob-
tiene un solido blanco que se seca a vaco y se
analiza en las condiciones del Ejemplo 1. El pro-
ducto cristalizado tiene una pureza superior al
99 % en 6’-O-palmitoil-n-dodecil--D-maltosido,
lo que supone un rendimiento en peso de dicho
monoester del 77 %. La determinacion de la es-
tructura qumica de los esteres obtenidos se llevo
a cabo, tras su aislamiento, mediante 1H-RMN.
Ejemplo 14
Se pesan 100 mg (0.2 mmol) de n-dodecil--
D-maltosido y se disuelven en 6.5 ml de 2-metil-
2-butanol (con un contenido en agua inferior al
0.2% w/v). Una vez homogenea la mezcla de
reaccion se a~naden 0.65 g de lipasa de Humicola
lanuginosa inmovilizada sobre Celita (con un con-
tenido en agua inferior al 3 % w/w) y 0.65 g de
tamiz molecular. La solucion se calienta a 40C
durante media hora y se a~naden 0.61 ml (2 mmol)
de estearato de vinilo. La mezcla se calienta bajo
agitacion durante aproximadamente 7 horas, tras
lo cual se enfra. La reaccion se sigue por croma-
tografa en capa na, utilizando cloroformo :me-
tanol 4:1 como eluyente. En estas condiciones
se obtiene una conversion del 85 % referida a n-
dodecil--D-maltosido (determinada por HPLC).
La mezcla se ltra y se evapora a vaco hasta
obtener un residuo que posteriormente se cris-
taliza en n-heptano o metanol, tras lo cual se
obtiene un solido blanco que se seca a vaco y
se analiza en las condiciones del Ejemplo 1. El
producto cristalizado tiene una pureza superior
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al 99 % en 6’-O-estearoil-n-dodecil--D-maltosido
lo que supone un rendimiento en peso de dicho
monoester del 70 %. La determinacion de la es-
tructura qumica de los esteres obtenidos se llevo
a cabo, tras su aislamiento, mediante 1H-RMN.
Nota: A continuacion se describe la obtencion
de otros monoacil derivados pero con la mitad de
carga enzimatica, de la cual dependen las con-
versiones de las reacciones. En consecuencia, los
datos que a continuacion se mencionan se mejo-
ran ostensiblemente en las condiciones de carga
enzimatica de los ejemplos anteriormente mencio-
nados.
Ejemplo 15
Se pesan 432.4 mg (1.2 mmol) de maltosa y se
disuelven en 2 ml de DMSO anhidro (con un con-
tenido en agua inferior al 0.2 % w/v). Se a~naden
lentamente 8 ml de 2-metil-2-butanol. El sistema
se mantiene en agitacion el tiempo necesario para
solubilizar la maltosa que precipito al a~nadir el al-
cohol tert-amlico. Una vez homogenea se a~naden
0.5 g de lipasa de Humicola lanuginosa inmovili-
zada sobre Celita (con un contenido en agua in-
ferior al 3 % w/w) y 0.5 g de tamiz molecular. La
solucion se calienta a 40C durante media hora y
se a~naden 0.58 ml (3 mmol) de caprilato de vinilo.
La mezcla se calienta bajo agitacion durante apro-
ximadamente 24 horas, tras lo cual se enfra. La
reaccion se sigue por cromatografa en capa na,
utilizando cloroformo:metanol 4:1 como eluyente.
En estas condiciones se obtiene una conversion
del 38 % referida a monoester (determinada por
HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 30 ml de alco-
hol tert-amlico. La fase organica se somete a pre-
cipitacion con 200 ml de n-heptano, tras la cual
se obtiene un solido blanco que se seca a vaco.
Posteriormente se cristaliza en acetona y se ana-
liza por cromatografa lquida de alta resolucion
(HPLC) en fase reversa, con una columna (250 
4.6 mm) rellena de Nucleosil 100 C-18 (5 m) y
MeOH:H2O 70:30 (1.8 ml/min) como fase movil,
siendo la deteccion por ndice de refraccion. El
producto cristalizado tiene una pureza superior
al 98 % en 6’-O-capriloilmaltosa, lo que supone
un rendimiento en peso de dicho monoester del
30 %. La determinacion de la estructura qumica
del ester obtenido se llevo a cabo, tras su aisla-
miento, mediante 1H-RMN.
Ejemplo 16
Se pesan 302.6 mg (0.6 mmol) de maltotriosa
y se disuelven en 2 ml de DMSO anhidro (con
un contenido en agua inferior al 0.2% w/v). Se
a~naden lentamente 8 ml de 2-metil-2-butanol. El
sistema se mantiene en agitacion el tiempo ne-
cesario para solubilizar la maltosa que precipito
al a~nadir el alcohol tert-amlico. Una vez ho-
mogenea la mezcla de reaccion se a~naden 0.5 g de
lipasa de Humicola lanuginosa inmovilizada sobre
Celita (con un contenido en agua inferior al 3 %
w/w) y 0.5 g de tamiz molecular. La solucion se
calienta a 40C durante media hora y se a~naden
0.88 ml (3 mmol) de miristoato de vinilo. La
mezcla se calienta bajo agitacion durante apro-
ximadamente 24 horas, tras lo cual se enfra. La
reaccion se sigue por cromatografa en capa na,














En estas condiciones se obtiene una conversion
del 33 % referida a monoester (determinada por
HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 30 ml de al-
cohol tert-amlico. La fase organica se somete a
precipitacion con 50 ml de n-heptano, tras la cual
se obtiene un solido blanco que se seca a vaco.
Posteriormente se cristaliza en acetona y se ana-
liza en las condiciones del Ejemplo 1. El producto
cristalizado tiene una pureza superior al 98 % en
6"-O-miristoilmaltotriosa, lo que supone un ren-
dimiento en peso de dicho monoester del 26 %. La
determinacion de la estructura qumica del ester
obtenido se llevo a cabo, tras su aislamiento, me-
diante 1H-RMN.
Ejemplo 17
Se pesan 302.6 mg (0.6 mmol) de maltotriosa
y se disuelven en 2 ml de DMSO anhidro (con
un contenido en agua inferior al 0.2 % w/v). Se
a~naden lentamente 8 ml de 2-metil-2-butanol. El
sistema se mantiene en agitacion el tiempo ne-
cesario para solubilizar la maltosa que precipito
al a~nadir el alcohol tert-amlico. Una vez ho-
mogenea la mezcla de reaccion se a~naden 0.5 g
de lipasa de Humicola lanuginosa inmovilizada
sobre Celita (con un contenido en agua inferior
al 3 % w/w) y 0.5 g de tamiz molecular. La so-
lucion se calienta a 40C durante media hora y se
a~naden 0.96 ml (3 mmol) de palmitato de vinilo.
La mezcla se calienta bajo agitacion durante apro-
ximadamente 24 horas, tras lo cual se enfra. La
reaccion se sigue por cromatografa en capa na,
utilizando cloroformo :metanol 2:1 como eluyente.
En estas condiciones se obtiene una conversion
del 32 % referida a monoester (determinada por
HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 30 ml de al-
cohol tert-amlico. La fase organica se somete a
precipitacion con 50 ml de n-heptano, tras la cual
se obtiene un solido blanco que se seca a vaco.
Posteriormente se cristaliza en acetona y se ana-
liza en las condiciones del Ejemplo 2. El producto
cristalizado tiene una pureza superior al 98 % en
6"-O-palmitoilmaltotriosa, lo que supone un ren-
dimiento en peso de dicho monoester del 28 %. La
determinacion de la estructura qumica del ester
obtenido se llevo a cabo, tras su aislamiento, me-
diante 1H-RMN.
Ejemplo 18
Se pesan 302.6 mg (0.6 mmol) de maltotriosa
y se disuelven en 2 ml de DMSO anhidro (con
un contenido en agua inferior al 0.2 % w/v). Se
a~naden lentamente 8 ml de 2-metil-2-butanol. El
sistema se mantiene en agitacion el tiempo ne-
cesario para solubilizar la maltosa que precipito
al a~nadir el alcohol tert-amlico. Una vez ho-
mogenea la mezcla de reaccion se a~naden 0.5 g
de lipasa de Humicola lanuginosa inmovilizada
sobre Celita (con un contenido en agua inferior
al 3 % w/w) y 0.5 g de tamiz molecular. La so-
lucion se calienta a 40C durante media hora y se
a~naden 0.932 g (3 mmol) de estearato de vinilo.
La mezcla se calienta bajo agitacion durante apro-
ximadamente 24 horas, tras lo cual se enfra. La
reaccion se sigue por cromatografa en capa na,
utilizando cloroformo :metanol 2:1 como eluyente.
En estas condiciones se obtiene una conversion
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del 38 % referida a monoester (determinada por
HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 30 ml de al-
cohol tert-amlico. La fase organica se somete a
precipitacion con 50 ml de n-heptano, tras la cual
se obtiene un solido blanco que se seca a vaco.
Posteriormente se cristaliza en acetona y se ana-
liza en las condiciones del Ejemplo 2. El producto
cristalizado tiene una pureza superior al 98 % en
6"-O-miristoilmaltotriosa, lo que supone un ren-
dimiento en peso de dicho monoester del 27 %. La
determinacion de la estructura qumica del ester
obtenido se llevo a cabo, tras su aislamiento, me-
diante 1H-RMN.
Ejemplo 19
Se pesan 151.3 mg (0.3 mmol) de maltotriosa
y se disuelven en 1 ml de DMSO anhidro (con
un contenido en agua inferior al 0.2 % w/v). Se
a~naden lentamente 4 ml de 2-metil-2-butanol. El
sistema se mantiene en agitacion el tiempo ne-
cesario para solubilizar la maltosa que precipito
al a~nadir el alcohol tert-amlico. Una vez ho-
mogenea la mezcla de reaccion se a~naden 0.25 g
de lipasa de Humicola lanuginosa inmovilizada so-
bre Celita (con un contenido en agua inferior al
3 % w/w) y 0.25 g de tamiz molecular. La so-
lucion se calienta a 40C durante media hora y se
a~naden 0.39 ml (1.5 mmol) de laurato de vinilo.
La mezcla se calienta bajo agitacion durante apro-
ximadamente 24 horas, tras lo cual se enfra. La
reaccion se sigue por cromatografa en capa na,
utilizando cloroformo:metanol 2:1 como eluyente.
En estas condiciones se obtiene una conversion
del 25 % referida a monoester (determinada por
HPLC).
La mezcla se ltra y se lava con 15 ml de al-
cohol tert-amlico. La fase organica se somete a
precipitacion con 50 ml de n-heptano, tras la cual
se obtiene un solido blanco que se seca a vaco.














liza en las condiciones del Ejemplo 2. El producto
cristalizado tiene una pureza superior al 98 % en
6"-O-lauroilmaltotriosa, lo que supone un rendi-
miento en peso de dicho monoester del 21 %. La
determinacion de la estructura qumica del ester
obtenido se llevo a cabo, tras su aislamiento, me-
diante 1H-RMN.
Ejemplo 20
Se pesan 302.6 mg (0.6 mmol) de maltotriosa
y se disuelven en 0.5 ml de DMSO anhidro (con
un contenido en agua inferior al 0.2% w/v). Se
a~naden lentamente 9.5 ml de 2-metil-2-butanol.
El sistema se mantiene en agitacion el tiempo
necesario para solubilizar la maltosa que preci-
pito al a~nadir el alcohol tert-amlico. Una vez
homogenea la mezcla de reaccion se a~naden 0.5
g de lipasa de Humicola lanuginosa inmovilizada
sobre Celita (con un contenido en agua inferior
al 3 % w/w) y 0.5 g de tamiz molecular. La so-
lucion se calienta a 40C durante media hora y se
a~naden 0.78 ml (3 mmol) de laurato de vinilo. La
mezcla se calienta bajo agitacion durante aproxi-
madamente 24 horas, tras lo cual se enfra. La
reaccion se sigue por cromatografa en capa na,
utilizando cloroformo :metanol 2:1 como eluyente.
En estas condiciones se obtiene una conversion
del 95 % referida a maltotriosa (determinada por
HPLC).
La mezcla se ltra. La fase organica se somete
a precipitacion con 150 ml de n-heptano, tras la
cual se obtiene un solido blanco que se seca a
vaco. Posteriormente se cristaliza en acetona y
se analiza en las condiciones del Ejemplo 1. La
composicion en peso del solido obtenido es 74 %
de 6"-O-lauroilmaltotriosa y 26 % de productos
de mayor acilacion, lo que supone un rendimiento
en peso de 6"-O -lauroilmaltotriosa del 75 %. La
determinacion de la estructura qumica del ester
obtenido se llevo a cabo, tras su aislamiento, me-
diante 1H-RMN.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la obtencion selectiva
de monoesteres de maltosa, oligosacaridos deriva-
dos de maltosa y sus alquilglicosidos con acidos
grasos en posicion 6- en el extremo no reductor,
caracterizado por la acilacion regioespecca de
un hidroxilo primario, haciendo reaccionar dichos
sustratos con el ester vinlico de un acido graso
en una mezcla de disolventes organicos, en pre-
sencia de una lipasa (de Candida antarctica, Pe-
nicillium chrysogenum, Pseudomonas sp. o, pre-
feriblemente, Humicola lanuginosa) inmovilizada
en tierra de infusorios -Celita-.
2. Procedimiento segun reivindicacion 1 ca-
racterizado por las siguientes etapas:
a) Preparacion de una solucion de maltosa u
oligosacaridos derivados de la misma en una
mezcla de un disolvente hidrolo con gran
densidad de puentes de hidrogeno (DMF,
DMA o, preferiblemente, DMSO) con al-
cohol tert-amlico, siendo la proporcion del
primero no superior al 20 % v/v. En el caso
de los alquilmaitosidos y oligosacaridos de-
rivados de los mismos se requieren propor-
ciones del primero mucho menores al 20 %
v/v, o preferiblemente alcohol tert-amlico
al 100 %.
b) Se a~nade la lipasa (de Candida antarctica,
Penicillium chrysogenum, Pseudomonas sp.
o, preferiblemente, Humicola lanuginosa)
inmovilizada en tierra de infusorios -Celita-
como catalizador, en una cantidad entre
50-150 mg por ml de solucion y la mezcla se
calienta a una temperatura de 40C durante
30-60 minutos.
c) Se a~nade como agente acilante el ester
vinlico de un acido graso en una relacion
molar respecto de carbohidrato de 2.5:1 a
5:1. El sistema se mantiene en agitacion el















d) Se ltra la mezcla recuperando el cataliza-
dor. El producto de acilacion junto con el
azucar sin reaccionar se separan de la mez-
cla por precipitacion con un disolvente apo-
lar, preferiblemente heptano, previa adicion
de la cantidad de alcohol tert-amlico ade-
cuada para que la concentracion de DMSO,
DMF o DMA sea del 5 %.
e) El solido procedente del paso anterior se
seca a vaco y se cristaliza en acetona o ace-
tato de etilo.
f) Tras separar el monoester formado, el l-
trado se evapora a presion reducida que-
dando un resto de DMSO, DMF o DMA,
de donde se separa el ester de vinilo resi-
dual mediante extraccion con un disolvente
apolar (eter de petroleo, heptano o hexano),
pudiendo ser reutilizado en la reaccion.
g) El producto obtenido por cristalizacion es el
monoester en posicion 6- en el extremo no
reductor (acil-: caprilo-, lauroil-, miristoil-,
palmitoil-, estearoil-, etc.) con una pureza
superior al 98 % determinada por HPLC.
h) En el caso de los alquilmaltosidos y oligo-
sacaridos derivados de los mismos sintetiza-
dos en alcohol tert-amlico al 100 %, se l-
tra la mezcla recuperando el catalizador. El
producto de acilacion se separa de la mezcla
por cristalizacion en metanol, o preferible-
mente en n-heptano, previa evaporacion del
alcohol tert-amlico.
i) El solido procedente del paso anterior se
seca a vaco.
j) Tras separar el monoester formado, se pro-
cede a la evaporacion a presion reducida de
la fase organica de donde se separa el ester
de vinilo residual, pudiendo ser reutilizado
en la reaccion.
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